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１．緒　　　言
抗体は、生体内で病原体などの非自己物質や
がん細胞などの異常な細胞に特異的に結合して、
その異物を生体内から排除する免疫反応の主役
である。抗体医薬品とは、遺伝子組換え技術な
どを応用して作製した抗体を主成分とし、抗原
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Abstract
Monoclonal antibody products, which are demonstrated both specificity and therapeutic efficacy 
with little side effects, are used for autoimmune diseases such as cancer and rheumatoid arthritis.
Monoclonal antibody products are produced from cultured cells, therefore, detailed and 
multidimensional analyses of their heterogeneities are required.　In this review, analytical methods 
for the quality estimation and measurement of blood levels of monoclonal antibody products were 
described.
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要　旨
抗体医薬品は、高い有効性と特異性、副作用の少なさから、がん、関節リウマチなどの自己免疫疾患
などへの利用が進んでいる。抗体医薬品の開発や臨床における投与量及び治療効果の確認のためには、
抗体医薬品の品質評価や血中濃度測定が必要不可欠である。しかし、培養細胞を利用して生産される抗
体医薬品は、培養条件の違いにより分子構造が不均一なものが産生される可能性があることから、低分
子医薬品で用いられる物理的・化学的手法に加え、免疫学的・生物学的手法による評価が必要である。
また、抗体医薬品の血中濃度測定においては、血中に多量に含まれる IgG などとの分離が必要となり、
免疫学的手法に加えてクロマトグラフィーを用いた定量法が近年開発されている。本論文では、抗体医
薬品の品質評価、血中濃度測定に利用されている各種分析法について概説する。
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総　　説 
抗体反応を利用して治療に用いる画期的な医薬
品である。現在、５０品目以上の抗体医薬品が日
米欧で承認されており、がん、関節リウマチな
どの自己免疫疾患、臓器移植時の拒絶反応を対
象としているものが全体の約７５％を占めている。
抗体医薬品の歴史は、１８９０年に北里柴三郎と
エミール・ベーリングが破傷風とジフテリアの
血清療法を発表したことから始まったとされて
いる。破傷風もしくはジフテリアに感染したウ
サギから取り出した血清中に感染を抑える働き
をもつ抗毒素（抗体）があることを見出し、の
ちにパウル・エールリッヒがこれを「魔法の弾
丸」と表現してたたえ、抗原抗体反応に関する
仮説である側鎖説を提唱した。しかし、血清療
法に用いる動物の血清は大量に作ることができ
ず、目的の抗体以外の物質も多く含まれている
ため、効果は低く副作用も大きいことに加え、
血清療法は免疫原性のために繰り返し投与する
ことができないといった問題点があった。そこ
で、血清から抗体のみを抽出する方法が研究さ
れた。１９７５年にセーサル・ミルスタインとジョ
ルジュ・ケーラーによって、ハイブリドーマ技
術を用いたモノクローナル抗体作製技術が開発
され、これにより特定の抗原にのみ結合する単
一の抗体を純粋な形で多量に生産することが可
能となった。
１９８０年代には、モノクローナル抗体を利用し
てがんのミサイル療法などの臨床応用が試みら
れたが、マウス由来の抗体であったため免疫原
性の問題が解決できず、実用化に至らなかった。
そこで、抗体分子の可変領域のみがマウス由来
で定常領域はヒト抗体由来というキメラ抗体や、
抗原と直接結合する相補性決定領域（Comple- 
mentarity Determining Region; CDR）のみマ
ウス由来で残りはヒト由来というヒト化抗体が
開発された。免疫原性を大幅に軽減し繰り返し
投与ができるようになったことで抗体医薬品開
発が急速に進展し、１９９７年には世界初のキメラ
抗体医薬品及びヒト化抗体医薬品が米国にて承
認された。その後、全てがヒト由来という完全
ヒト抗体を作製する抗体工学技術が開発され、
現在ではハイブリドーマを使用しない、ファー
ジディスプレイによるヒト抗体遺伝子クローニ
ング法、ヒト型化トランスジェニックマウスに
免疫して作製する方法、EBウイルスによるヒト
抗体産生細胞の不死化法及びフュージョンパー
トナーとヒト末梢血単核球を融合する方法など
が用いられている。
抗体医薬品は、標的となる抗原に対する高い
結合特異性と強い親和力のため、劇的な臨床効
果を発揮する上、予測のつきにくい副作用が生
じにくい。さらに、半減期が長く生体内安定性
が高いため、週に１回から数週に１回程度の投
与が標準的である。一方、種特異性が高いがゆ
えに非臨床試験での有効性や安全性の確認が容
易ではなく、投与量が多いために大量生産技術
の確立が必要であるといった難点もある。しか
し、これまで治療法がなかった、もしくは低分
子医薬品では満足な治療効果が得られていなかっ
た疾患に対して効果的であったことから、抗体
医薬品は世界中で注目され、抗体医薬品の市場
は急速に発展している。２０１５年の世界の医薬品
売上高ランキングでは、トップ１０の半数を抗体
医薬品が占め１）、市場は今後も安定的に成長す
ると推測されている。
新たな抗体医薬品の開発や臨床における投与
量及び治療効果の確認のためには、抗体医薬品
の品質評価や血中濃度測定が必要不可欠である。
抗体医薬品の有効成分の多くは糖タンパク質で
あるため、品質管理には低分子医薬品で用いら
れる物理的・化学的手法に加え、免疫学的・生
物学的手法が用いられる。また、血中濃度測定
でも免疫学的手法が用いられてきたが、近年こ
れに代わる分析法としてクロマトグラフィーを
用いた定量法が開発されている。
本論文では、抗体医薬品の品質評価及び血中
濃度測定における分析手法について概説する。
２．抗体医薬品の品質評価
抗体医薬品は、生体による生合成過程をその
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生産に利用している。このため、製造工程のわ
ずかな違いにより、分子構造が不均一なものが
産生される可能性が本質的に存在している。抗
体医薬品の場合、脱アミノ化、酸化の有無、Ｎ
末端のピログルタミル化の有無、Ｃ末端のリシ
ン残基の欠損、糖鎖修飾の有無、糖鎖の還元末
端のシアル酸付加の有無などにより、非常に多
くの分子種が存在する可能性がある。構造上異
なる分子でも、作用部位の分子構造が同じで、
生物活性、有効性及び安全性の点で目的物質に
匹敵する性質を持つものは目的物質関連物質と
して扱われる。
抗体医薬品の原薬及び製剤には、目的物質と
複数の目的物質関連物質に加えて、製造工程由
来不純物、目的物質由来不純物、混入汚染物質
が不純物として存在する可能性がある。製造工
程由来不純物とは、細胞基材に由来するもの、
細胞培養液に由来するもの、目的物質の精製工
程に由来するものである。細胞基材に由来する
不純物としては宿主細胞由来タンパク質、核酸
（宿主ゲノム由来、ベクター由来、総 DNA）な
ど、細胞培養液に由来する不純物としてはイン
デューサー、抗生物質、血清、培地成分など、
目的物質の抽出、分離、加工など精製工程に由
来する不純物としては酵素、臭化シアン、グア
ニジン、酸化剤及び還元剤などの化学的・生化
学的試薬、重金属、ヒ素、非金属イオンなどの
無機塩、溶媒、クロマトグラフ用担体、アフィ
ニティークロマトグラフ用担体のリガンドであ
るモノクローナル抗体などが挙げられる。目的
物質由来不純物としては、目的物質のペプチド
結合が加水分解酵素や化学物質により開裂した
切断体、脱アミド体、異性体、ジスルフィド結
合ミスマッチ体、酸化体、あるいは糖鎖付加や
リン酸化したタンパク質などの分子変化体、目
的物質の二量体や多量体などの凝集物などで、
生物活性、有効性及び安全性の点で目的物質の
特性が失われている。混入汚染物質は、外来性
の化学物質、微生物由来プロテアーゼなどの生
化学的な物質あるいは微生物類のようなもので
ある。
このため、抗体医薬品の品質評価においては、
低分子医薬品で行う物理的化学的手法に加えて、
不均一性を確認するための分析手法による試験
が実施される。平成１３年７月１日以降に承認申
請する生物薬品（バイオテクノロジー応用医薬
品／生物起源由来医薬品）である新有効成分含
有医薬品の申請書の規格及び試験方法に関する
資料は、ICH Q６B ガイドライン「生物薬品（バ
イオテクノロジー応用医薬品／生物起源由来医
薬品）の規格及び試験方法の設定について」（平
成１３年５月１日付け医薬審発第５７１号厚生労働
省医薬局審査管理課長通知）に従って作成する
こととなった２）。
抗体医薬品の構造解析や構造確認及び物理的・
化学的性質の評価は、以下のように行われる。
２.１　構造解析・構造確認、物理的化学的性
質の評価
構造解析・構造確認を目的に、アミノ酸配列、
糖組成・糖鎖構造が行われる。
アミノ酸配列は、 アミノ酸組成、 末端ア
ミノ酸配列、 ペプチドマップ、 スルフヒド
リル基及びジスルフィド結合、を調べて可能な
限り全一次構造を決定する。 アミノ酸組成は、
試料をアミノ酸まで加水分解し、ニンヒドリン
を用いるポストカラム誘導体化 HPLC 法などに
より行われる。目的物質をコードする遺伝子配
列から推定されるアミノ酸組成と比較する。 
末端アミノ酸配列は、アミノ末端（Ｎ末端）及
びカルボキシ末端（Ｃ末端）アミノ酸の種類及
び均一性の確認のために行われる。N 末端アミ
ノ酸配列分析は、フェニルイソチオシアネート
を試薬とするエドマン分解法によりN末端順に
１つずつアミノ酸を切り出し、HPLC で分離・
検出してアミノ酸配列を決定する方法が一般的
である。一方、C 末端アミノ酸配列分析は確立
された方法はなく、ヒドラジン分解法、カルボ
キシペプチダーゼ法などにより逐次分解し、C
末端側から順次遊離するアミノ酸残基を HPLC 
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UV、質量分析計により同定する３）。目的物質を
コードする遺伝子配列から推定されるN末端及
び C 末端アミノ酸配列との比較を行う。 ペプ
チドマップは、目的物質をトリプシンなどの酵
素又は化学物質によりペプチド結合を選択的に
切断し、得られたペプチド断片を逆相 HPLC に
より分離分析するものである。ペプチド断片の
同定は、上記 、 の方法や液体クロマトグラ
フィー質量分析（LCMS）法、液体クロマトグ
ラフィータンデム質量分析（LCMS/MS）法、
マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分
析（MALDIMS）法などの質量分析法などに
より可能な範囲で同定する。検出には、質量分
析以外に紫外吸光高度計や蒸発光散乱検出器も
利用可能であるが、質量分析と比べて構造に関
する情報量は少ない。ペプチドマッピングは、
ロットごとの規格及び試験方法における目的物
質の構造確認にしばしば用いられる。 スルフ
ヒドリル基及びジスルフィド結合は、ジスルフィ
ド結合していないスルフヒドリル基の割合、目
的とするジスルフィド結合が形成されているか
の確認のため実施される。スルフヒドリル基は
５,５’ジチオビス（２ニトロ安息香酸）（DTNB 
試薬）による比色定量法（エルマン反応）など、
ジスルフィド結合の確認は、抗体医薬品の還元
条件下及び非還元条件下でのペプチドマッピン
グにより行われる。還元にはジチオスレイトー
ル（DTT）が一般に用いられ、タンパク質のジ
スルフィド結合を切断後、切断したジスルフィ
ド結合の再生を防ぐためスルフヒドリル基をア
ルキル化する。トリプシンなどで消化した後、
LCMS あるいは LCMS/MS によるペプチド
マッピングを非還元抗体についても行い比較す
る。
糖組成・糖鎖構造は、糖鎖が抗体医薬品の物
理化学的性質、生物活性、体内動態、抗体依存
性細胞傷害（antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity; ADCC）活性、補体依存性障害
（complement-dependent cytotoxicity; CDC）
活性などに関与している。抗体医薬品の糖鎖解
析は極めて重要で、単糖に加水分解して各単糖
につき定量（単糖組成分析）、糖鎖を酵素など
により切り出し分析（オリゴ糖分析）、トリプ
シンなどで糖ペプチドとして分析（糖ペプチド
解析）及び糖タンパク質のまま解析（グリコ
フォーム解析）などを行う。分離には、HPLC 
法、ゲル電気泳動法、キャピラリー電気泳動
（CE）法、検出には質量分析法が近年利用され
ている４）。
物理的化学的性質としては、 分子量・分子
サイズ、 アイソフォームパターン、 比吸光
度（又はモル吸光係数）、 電気泳動パターン、
 液体クロマトグラフィーパターン、 分光学
的性質、について調べる。
 分子量・分子サイズは、サイズ排除クロマ
トグラフィー、ドデシル硫酸ナトリウムポリ
アクリルアミドゲル電気泳動（SDSPAGE）、
質量分析などを用いて分子量を決定する。 ア
イソフォームパターンは、等電点電気泳動など
により決定する。 比吸光度（又はモル吸光係
数）は、既知濃度のタンパク質溶液を試料とし
て用い、紫外可視吸光光度法により決定する。
 電気泳動パターンは、ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動、等電点電気泳動、SDSPAGE、ウェ
スタンブロット、キャピラリー電気泳動などに
より行い、同一性、均一性及び純度に関するデー
タも併せて測定する。 液体クロマトグラフィー
パターンは、サイズ排除クロマトグラフィー、
逆相液体クロマトグラフィー、イオン交換クロ
マトグラフィー、アフィニティークロマトグア
フィーなどにより行い、同一性、均一性及び純
度に関するデータも併せて測定する。 分光学
的性質としては、必要に応じて紫外可視吸収ス
ペクトルの測定を行う。また、円偏光二色性、
核磁気共鳴（NMR）法などにより高次構造に
関する情報を取得する。
２.２　生物活性・免疫学的性質の評価
生物活性の評価は、重要な生物学的性質の１
つとして特定の生物学的効果を発揮するための
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特異的な機能やその程度を表すものである。生
物活性を測定するための生物学的試験（バイオ
アッセイ）としては、動物や培養細胞を用いる
バイオアッセイ、生化学的試験がある。動物及
び培養細胞を用いるバイオアッセイは、前者は
製品に対する生体の生物学的応答、後者は細胞
レベルでの生化学的又は生理学的応答を測定す
る。生物学的試験には、酵素反応速度の解析に
より生物活性の測定、免疫学的相互作用により
引き起こされる生物学的応答の測定などがある。
抗体医薬品のような分子では、物理的化学的情
報が広範にあったとしても、それらの情報より
高次構造を確定することは困難であるが、生物
活性測定結果より、高次構造が正しく形成され
ていることを推定できることが多い。
免疫学的性質は、精製抗原及び抗原の特定の
領域と抗体との結合試験を行い、１　 価の抗原結
合部位と１価のエピトープ間の結合の強さであ
るアフィニティー、多価抗体と多価抗原との結
合の強さであるアビディティ、交差反応性を含
む免疫反応性を可能な限り決定する。また、関
連するエピトープを持つ標的分子を生化学的に
明らかにし、可能ならばエピトープ自身も明確
にする必要がある。
３．抗体医薬品の血中濃度測定
医薬品開発における生体試料中薬物濃度分析
は、対象薬物やその代謝物の有効性及び安全性
を評価する上で、臨床薬物動態試験や非臨床薬
物動態試験（トキシコキネティクス試験を含む）
に活用され、得られた生体試料中薬物濃度は、
体内動態（吸収、分布、代謝及び排泄）、バイ
オアベイラビリティ、生物学的同等性及び薬物
間相互作用などの評価に利用されている。一方、
生体試料中薬物濃度分析には、一連の分析過程
を通して妥当性が適切に確認され、十分な信頼
性を有する方法を用いることが必要である。
３.１　イムノアッセイ
近年、承認品目が増えている抗体医薬品では、
生体試料中薬物濃度分析において、リガンド結
合法（Ligand Binding Assay; LBA）が標準的
な分析法として用いられている。LBA には、放
射免疫測定法（Radio Immunoassay; RIA）、
酵素免疫測定法（Enzyme-Linked Immuno- 
sorbent Assay; ELISA）、時間分解蛍光免疫測
定法（Time-Resolved Fluorescence Immuno- 
assay; TRFIA）、表面プラズモン共鳴法（Sur- 
face Plasmon Resonance; SPR）、電気化学発光
免疫測定法（Electrochemiluminescence Immu- 
noassay; ECLIA）などがあり、臨床検査から
基礎研究の分野で広く活用されている５）。
３.１.１　ELISA
抗体医薬品の抗原あるいは抗体の CDR を特
異的に認識する抗イディオタイプ抗体（１次抗
体）を固相化したプレートに試料を添加して抗
体医薬品を結合させ、抗体医薬品分子上の異な
る抗原決定機を認識する標識抗体（２次抗体）
による酵素反応に基づく発色・発光などを利用
し、得られるレスポンスを指標として、固相に
結合した薬物を検出する（図１）。ELISA は、
抗体医薬品の定量や力価試験に用いられており、
高感度で低コストである利点に加え、現在では 
ELISA 用の９６ウェルマイクロプレートが市販さ
れ、専用の洗浄装置や吸光度測定装置を利用す
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図１　ELISA の原理
ることで多くの試料を簡便かつ迅速に分析する
ことが可能となり、最も広く用いられている。
一方で、マトリックスの影響が大きいこと、定
量範囲が狭いこと、洗浄操作が必要なために低
親和性抗体の検出が困難であるという問題点も
存在する。
３.１.２　SPR
センサーチップの金属薄膜表面で全反射する
ように偏光を照射すると、反射光の一部に反射
光強度が低下した SPR シグナルが観測される。
この SPR シグナルの生じる角度はセンサーチッ
プ上の質量に依存して変化する。このことを利
用して、まずセンサーチップ上にリガンド（抗
体医薬品に特異的な抗原又は抗体）を固定化し、
SPR シグナルを観測する（図２．①）。続いて試
料流路に血清を流した際に抗体医薬品が含まれ
ていれば、抗体医薬品が結合することで、SPR 
シグナルの生じる角度が変化する（図２．②）。
同時に、既知濃度の抗体医薬品を用いて検量線
を作成することで試料血清中に含まれる抗体医
薬品濃度を知ることができる。SPR では、低親
和性抗体の検出が可能なこと、アイソタイプの
同定が可能なことに加え、リアルタイムに分子
の結合解離の観察ができることから、結合速度
定数（kon）と解離速度定数（koff）を計測するこ
とによりアフィニティーの指標となる平衡解離
定数（Kd＝koff/kon）、及び平衡結合定数（Ka＝
kon/koff）を得ることができるという利点がある。
ただし、これらの絶対値はリガンドの固定化密
度、流速などの実験条件によって上下するので
注意深く扱う必要がある。一部の抗体医薬品な
どでは、カイネティクス解析法に限らずとも解
離定数の正確な測定に苦慮することが既に報告
されている６８）。
３.１.３　ECLIA
ECLIA 法では、ELISA 法と同様に１次抗体
を固相化したプレートに試料を添加して抗体 
医薬品を結合させる。この抗体医薬品と特異 
的に結合する２次抗体に標識された２個のル 
テニウムピリジン錯体［ruthenium（Ⅱ）tris
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図２　SPR の原理
（bipyridyl）; Ru（bipy）３２＋］と共存するトリプ
ロピルアミン（TPA）が電極表面上で酸化され
て、それぞれ３価の錯体と TPA カチオンラジ
カルを生じる。TPA カチオンラジカルは直ちに
水素イオンを失い、強い還元作用を持つ TPA 
ラジカルとなり、これがルテニウムの３価の錯
体と反応すると、６２０ nm の発光を生じる（図３）。
本法は、発光が電気化学によるサイクリング反
応の過程で起こることで、検出感度は２００ fmol 
と高感度である。さらに、抗体などを電極表面
に固相化することにより、抗体に結合した抗原
（Ｂ）と . 非結合の抗原（Ｆ）の分離（B/F 分
離）を必要としない均一系免疫測定法（ホモジ
ニアスイムノアッセイ）も可能である。その原
理は、電極表面に抗体を介して捕捉された Ru
（bipy）３２＋ 標識抗原が、溶液中に拡散している遊
離の標識抗原に比べて効果的にサイクリング反
応を行うことに基づいている（図３）。ECLIA 
は、高感度検出が可能なこと、定量範囲が広い
こと、マトリックスの影響を受けにくいことに
加え、特に低親和性抗体の測定において感度の
面で ELISA や SPR よりも優れているとの報告
がある９）。コストが高く、技術確立の途中であ
るものの、ECLIA も ELISA と同様に９６ウェル
マイクロプレートを利用することで多くの試料
を簡便かつ迅速に分析することが可能なことか
ら、今後ますます需要が伸びると考えられる。
３.２　クロマトグラフィー
イムノアッセイは、高い特異性ゆえに単一指
向性が強く、通常は１つの測定系で１つの標的
物質を測定する。この点、クロマトグラフィー
などの複数の関連化合物を一斉分析できる方法
と相補的である。抗体医薬品を対象として、液
体クロマトグラフィー（LC）を用いて分離・分
析する場合、液液抽出などの前処理により薬物
を夾雑タンパク質から分離することが容易でな
いこともあり、低分子医薬品で確立されている
ような方法での生体試料中薬物濃度分析は一般
に困難である。血中の抗体医薬品分析において
は、適切な前処理やクロマトグラフィー条件に
より、イムノグロブリン（Immunoglobulin）
と抗体医薬品を分離検出する分析法の構築が必
要となる。
３.２.１　精製・前処理
分析対象である抗体医薬品に特徴的な配列の
ペプチド（Signature Peptide）が得られる場合
には、選択的な免疫学的方法を前処理に取り入
れなくてもヒト血清中の抗体医薬品の定量法が
構築できる。しかし、抗体の機能からすれば CDR 
は特徴的なアミノ酸配列を有するはずであるが、
LCMS/MS で容易に検出できるトリプシン分
解物というレベルまで単純化したとき、必ずし
もその構造が十分に特異的である保証はない。
また LCMS/MS の選択性の観点からアミノ酸
数１０前後のペプチドが好まれるなど、現在のワー
クフローでは選択できるペプチドの制約因子が
非常に多い。そのため、トリプシン消化の前に
血漿中に含まれる高濃度の IgG タンパクから効
率よく抗体医薬品を精製する方法として、担体
に磁気ビーズを用いた Immunocapture や固相
カラムを用いた SPE などのアフィニティー精
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図３　ECLIA の原理
製法が利用される。これには、対象物質の CDR 
を認識する抗イディオタイプ抗体やヒト IgG タ
ンパク質の定常部を特異的に認識する protein
ＡやＧなどが用いられている。また、このアフィ
ニティー精製過程を自動化したものも報告され
ている１０）。
トリプシン消化LCMS/MS 法による血漿中
モノクローナル抗体の総回収率は１４％であり、
回収率ロスの７２％が試料の前処理、うち約３２％
がトリプシン消化過程に起因すると算出されて
いる１１）。トリプシン消化効率を向上させる方法
としては、界面活性剤 SDS（Sodium Dodecyl 
Sulfate）を利用した SOD（Surfactant-Aided 
Precipitation/on-Pellet-Digestion）が報告さ
れている１２）。SOD 法は、血漿などの試料中に SDS 
などの界面活性剤を加えた後、通常法と同様 DTT 
による還元、ヨードアセトアミド（IAA）によ
る SH 基のアルキル化を行う。その後、アセト
ン及びアセトン水溶液による洗浄を繰り返し、
最終的にペレット状の試料を得る。このペレッ
トに対してトリプシン消化を行う。SDS 添加に
より、変性・還元・アルキル化の向上、マトリッ
クス成分除去の促進、内在性プロテアーゼイン
ヒビターの不活性化などの効果が期待できる。
また、一般的に Signature Peptide を得るため
の消化酵素としてはトリプシンが多用されるが、
トリプシン以外にも LysC、GluC、ArgC、
AspN などのエンドプロテイナーゼが市販され
ており、目的とするペプチド断片を与えるよう
選択することができる。
３.２.２　LC/MS, LCMS/MS
バイオアナリシスの分野で広く利用されてい
る LCMS/MS 法は、イムノアッセイ法と異な
り抗体作成を必要としないことから短期間での
分析法構築が期待できる。一方、小さいペプチ
ドを除いてインタクト測定が難しいことから酵
素消化が必要となり、前処理操作が複雑になる
ことに加え、酵素消化によるバックグラウンド
の複雑化が高分子 MS アナリシスの主な課題と
して挙げられる。このことから、抗体医薬品の 
MS 分析には Signature Peptide の同定能の向
上、バックグラウンド低下による高感度化が必
要となる。これまで主に測定感度や定量性に優
れる三連四重極（QqQ）型質量分析計が用いら
れてきたが、現在では、QqQ とリニアイオント
ラップ（LIT）を組み合わせた質量分析計（QqQ
LITMS/MS）や分解能３０,０００以上の高分解能
質量分析（HRMS）である飛行時間型質量分析
計（TOFMS）、Orbitrap 質量分析計などが利
用されている。
現在検討されている主な定量原理は、トリプ
シン分解を経たペプチドを分析ターゲットとし
選択反応モニタリング（SRM）を行うもので、
その技術は本質的に定量的プロテオミクスと同
一のものである。分析の基本的な流れは、液試
料を精製後、緩衝液で希釈し pH ７.５～８.５にし
た後、尿素やグアニジン塩酸塩などのカオトロ
ピック試薬を加えて抗体医薬品を変性させる。
DTT などにより、抗体中の S-S 結合を還元後、
チオールを IAA によりアルキル化する。この
反応物にトリプシンを加え、３７℃にて長時間
（１２時間以上）酵素消化を行う。これにより得
られた８～１５残基程度の抗体医薬品に特異的な
ペプチド断片（Signature Peptide）は、逆相固
相抽出カートリッジなどによる脱塩・精製を行っ
た後、ODS カラムなどの逆相分離を行い、LC
MS/MS の SRM モードにより定量するとい
うものである（図４）。
３.２.３　その他のクロマトグラフィー
検出を質量分析ではなく自然蛍光検出による
ものも報告されている１３）。この方法では、抗イ
ディオタイプ抗体を用いたアフィニティー精製
により血中からトラスツマブを精製後、IgG の
高分離を実現する高温逆相 LC（HTRPLC）に
よる分離を行い、トラスツマブを構成するアミ
ノ酸のトリプトファン、チロシン、フェニルア
ラニンに由来する自然蛍光によって定量する。
本法は、高感度化、アフィニティー精製の改善
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など検討の余地があるものの汎用の LC で分析
可能である点が評価できる。
トリプシン消化を行わない抗体医薬品の LC 
MS 分析例としては、イムノアフィニティ ー 
キャピラリー LCMS 法による血漿及び血清中
抗体―薬物複合体（ADC）分析法が報告されて
いる１４）。ADC は、標的部位に対するモノクロー
ナル抗体と抗がん剤などの低分子薬剤をリンカー
により結合させた次世代型抗体医薬品であり、
高い治療効果や副作用の少なさ、低用量化など
が期待できる。この報告では、ADC の低分子
薬剤部位であるモノメチルアウリスタチンＥ
（MMAE）に対する抗体を固定化した磁気ビー
ズを用いて ADC を精製し、トリプシン消化す
ることなく直接 ADC をポリマー系キャピラリー
カラムで逆相分離後、ESI-q-TOFMS による定
量を行っている。本法は ADC 中に結合してい
る MMAE 数や、生体内での MMAE の脱離評
価などに利用されている。
４．ま　と　め
抗体医薬品の標的抗原タンパク質に対する高
い特異性は、個別化医療という側面からも有益
な医薬品として強く期待でき、多種多様な疾患
に対して新たな抗体医薬品が応用されていくと
考えられる。一方、高額なものが多い抗体医薬
品において、薬価の低いバイオシミラーは患者
の負担軽減の観点から抗体医薬品の更なる普及
に寄与すると考えられる。今後新たに開発され
る抗体医薬品の品質、安全性、有効性の評価、
及びバイオシミラーにおける先行する抗体薬品
との同等性／同質性の検証、それら抗体医薬品
の臨床応用において、免疫学的分析法と LC 
MS/MS による分析法が中心的役割を果たして
いくと思われる。
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